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RESUMO

O desenvolvimento de alimentos biofortificados ¢ um objetivo dos programas de
melhoramento genético. No entanto, os custos de andlise € o tempo necessario para a
amostragem de folhas no campo sdao obstaculos a este processo. Os objetivos deste estudo
foram avaliar a diversidade do germoplasma de alface crespa roxa e avaliar o uso da
fenotipagem por imagem para identificacdo de gendtipos ricos em carotenoides. O
experimento foi realizado em 2018 na Estagdo Experimental de Hortalicas da Universidade
Federal de Uberlandia - Campus Monte Carmelo. Trinta linhagens de alface roxa foram
avaliadas. Todas as linhagens resultaram da hibridagdo das cultivares Belissima e Uberlandia
10000 e seis sucessivas autofecundagdes, realizadas de 2013 a 2017. O método genealdgico
ou pedigree ¢ um procedimento de selecdo usado por melhoristas de plantas que trabalham
com espécies que possuem sistema reprodutivo autdégamo e apresentam cleistogamia. Este
método foi usado para obter os tratamentos do experimento. A cultivar Belissima (alface
crespa roxa) foi utilizada como testemunha, totalizando 31 tratamentos. O método tradicional
e fenotipagem por imagem aérea usando aeronave remotamente pilotada Phantom 4 (ARP)
foram usados para avaliar seis diferentes caracteristicas agrondmicas e niveis de carotenoides
de cada tratamento. Os resultados mostraram diversidade genética dentro do banco de
germoplasma. Além disso, a fenotipagem por imagem de alto desempenho foi altamente
correlacionada com a metodologia tradicional (r = -0,8732, coeficiente de determinagdo =
76,25%) e pode, portanto, ser considerada uma alternativa para identificar diferentes origens
genéticas dentro de um banco de germoplasma. ARPs também podem ser usadas para
monitorar os niveis de biofortificacdo em cultivos.

Palavras-Chave: Geotecnologia, biofortificacdo, banco de germoplasma, diversidade

genética, aeronave remotamente pilotada (ARP).



ABSTRACT

Developing biofortified foods is a goal of genetic breeding programs. However, analysis
costs and the time required for leaf sampling in the field are hindrances to this process. The
objectives of this study were to evaluate the genetic diversity in red leaf lettuce germplasm
and to evaluate the use of image phenotyping for the identification of carotenoid-rich
genotypes. The experiment was carried out in 2018 at the Vegetable Experiment Station of
the Federal University of Uberlandia-Monte Carmelo campus. Thirty inbred lines of red leaf
lettuce were evaluated. All inbred lines resulted from the hybridization of the Belissima and
Uberlandia 10000 cultivars and six successive selfings, carried out from 2013 to 2017. The
genealogical method or pedigree is a working procedure used by plant breeders working with
plant species whose reproductive system is autogamous and presenting cleistogamy. This
method was used to obtain the treatments of the experiment. The cultivar Belissima (red
lettuce) was used as a control, totaling 31 treatments. A conventional method and an aerial
image phenotyping using Phantom 4 unmanned aerial vehicle (UAV) were used to evaluate
six different agronomic characteristics and carotenoid levels of each treatment. The results
showed substantial genetic diversity within the germplasm bank. Furthermore, high
performance image phenotyping was highly correlated with the traditional methodology (r =
-0.8732, coefficient of determination = 76.25%) and can therefore be considered na
alternative for identifying different genetic backgrounds within a germplasm bank.
Unmanned aerial vehicle (UAV) might also be used to monitor biofortification levels in
crops.

Keywords: Geotechnology, biofortification, germplasm bank, genetic diversity, unmanned

aerial vehicle (UAV).



1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) possui varios tipos, formas e cores resultando nos
diferentes tipos de segmentos (crespa, lisa, romana e americana) (Sala e Costa, 2012). A
diversidade genética existente possibilita aos produtores varias op¢des de cultivo. No Brasil,
a preferéncia ¢ pelas cultivares do tipo crespa em relacdo aos tipos americana, lisa € romana
(Sala et al., 2008; Sala e Costa, 2012). Dentro do segmento de alface crespa, 2380 hectares
sdo ocupados por cultivares crespas de cor roxa (ABCSEM, 2016).

O cultivo de alface crespa roxa tem proporcionado aos produtores alcangar nichos
de mercado especifico conseguindo agregar maior valor ao produto. Além do aspecto visual
atrativo, o consumo de alface pode auxiliar preventivamente diversas doengas relacionadas
ao estresse oxidativo (Maiani et al., 2009; Rocha ¢ Reed, 2014) devido a presenca de
carotenoides precursores da vitamina A (Souza.et al., 2008; Silva e Mura, 2010; Cassetari et
al., 2015;). Apesar de todos quesitos qualitativos e comerciais, atualmente nao ha disponivel
cultivares de alface crespa roxa ricas em carotenoides. Silva et al. (2007) identificaram uma
cultivar do tipo lisa com folhas de coloragao verde rica em carotenoides (Uberlandia 10000).
Poucas pesquisas t€ém buscado obter cultivares de alface ricas em carotenoides. Um provavel
motivo pode estar relacionado com o alto custo para analisar o constituinte nas folhas além
da grande demanda de tempo para realizar as analises laboratoriais.

Ha pesquisas que demonstraram metodologias mais econdmicas e eficientes
contribuindo para o sucesso dos programas de melhoramento com esta finalidade. Cassetari
et al. (2015) sugerem quantificar indiretamente carotenoides a partir do teor de clorofila nas
folhas a partir do uso do indice SPAD. No entanto, estdo disponiveis novas modalidades para
coleta de resultados capazes de revolucionar a fenotipagem de plantas com diferentes niveis
de carotenoide. A fenotipagem por imagem ¢ amplamente utilizada para outros vegetais
auxiliando na selecdo de plantas (Brisson et al., 2010; Souza, 2014; Souza et al., 2015),
exceto em alface.

A partir do uso da fenotipagem por imagem torna-se possivel determinar valores
qualitativos e/ou quantitativos das caracteristicas em estudo e correlaciond-las ao
desempenho de um genotipo em determinado ambiente (Dhondt ez al., 2013). A fenotipagem

de plantas tem sido associada a andlises Opticas ndo destrutivas de caracteristicas vegetais,



principalmente com o uso de imagens (Walter ef al., 2015). As técnicas utilizadas atualmente
em fenomica de plantas atua de forma multidisciplinar incluindo a espectroscopia, com a
geragao de imagens (Souza et al., 2015). As imagens podem ser facilmente coletadas com
auxilio das aeronaves remotamente pilotadas (ARPs), também denominadas “Drones”. Essas
aeronaves podem embarcar diversos tipos de cAmaras com sensores que capturam desde o
espectro eletromagnético visivel até o espectro do infravermelho, possibilitando diversas
analises das caracteristicas vegetais (Souza et al., 2015). Essa combinacao entre a alta
resolugdo espacial e temporal ¢ um dos principais atrativos para o emprego dessa tecnologia
na fenotipagem de alfaces. Pesquisas atuais buscam correlacionar a reflectancia da vegetagao
com caracteristicas das plantas em diversas espécies vegetais (Antunes et al., 2012; Johann
et al., 2012; Luiz et al., 2012; Risso et al., 2012; Santi et al., 2012; Victoria et al., 2012;
Vicente et al., 2012; Grego et al., 2012; Lu et al., 2012), exceto para hortalicas.

O uso de técnicas de fenotipagem por imagem para auxiliar a sele¢do indireta de
gendtipos de alface ricas em carotenoides ainda ndo ¢ uma realidade, sendo uma alternativa
no melhoramento que possibilita conhecer a qualidade nutricional do alimento direcionado a

mesa do consumidor.

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos comprovar a diversidade genética no
germoplasma de alface crespa roxa e validar o uso da fenotipagem por imagem na

identificagdo de gendtipos ricos em carotenoides.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CULTURA DA ALFACE E CAROTENOIDES



Origindria da regido do mediterraneo, a alface (Lactuca sativa L.), pertencente a
familia Asteraceae, ¢ a hortalica folhosa mais consumida no mundo e a de maior importancia
econdmica e social no Brasil (Sala e Costa, 2012). A espécie ¢ bianual, autogdmica com
cleistogamia, com ciclo curto para o consumo (Ryder, 1999; Costa e Sala, 2005).

Devido a elevada produtividade e por apresentar ciclo de cultivo curto, a cultura
da alface pode trazer elevado retorno financeiro, sendo considerada muito adequada também
para pequenos produtores rurais. Além da importancia econdmica, a alface tem grande
importancia social e a dieta, pois chega a mesa do consumidor com preco acessivel,
fornecendo vitaminas, sais minerais ¢ fibras a baixo custo (Barbosa et al., 2016; Kim et al.,
2016).

As cultivares atuais apresentam baixos teores de carotenoides, um tipo de
precursor da vitamina A, a qual em deficiéncia prolongada pode causar uma grave doenca, a
hipovitaminose A, que pode acarretar xeroftalmia e cegueira. Recentemente, foram
reconhecidos inimeros efeitos benéficos dos carotenoides, destacando-se a prevencao de
canceres, doengas do coracdo e degeneracdo macular, o que tem estimulado intensas
pesquisas sobre o papel desses compostos como antioxidantes e como reguladores de
resposta do sistema imune (Uenojo et al., 2007).

Diante disso, os programas de melhoramento de alface visam desenvolver além de
cultivares produtivas, bem adaptadas aos ambientes e resistentes ou tolerantes a doengas,
cultivares biofortificadas para aumentar o contetido nutricional (Silva, 2017).

O teor de carotenoides em alface € controlado por um gene maior, que apresenta
efeitos aditivos e de dominéncia, além de ser influenciada por poligenes de efeito menor. A
caracteristica apresenta alto valor de herdabilidade, indicando ser pouco influenciada pelo
ambiente e assim ha maior possibilidade de sucesso com a selecdo de plantas com teores
superiores a partir de populagdes segregantes (Cassetari, 2015). A cultivar Uberlandia 10000
¢ um exemplo de sucesso no ramo da biofortificacdao. Ela foi desenvolvida na Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), sendo o resultado de uma série de cruzamentos e selegdo de

gendtipos superiores com maior teor de carotenoides (Sousa ef al., 2007).



3.2 CARACTERIZACAO DE BANCO DE GERMOPLASMA

Os bancos de germoplasma sdo importantes fontes para ampliagdo da base
genética de espécies, evitando a diminuicdo ou perda da variabilidade genética de espécies
cultivadas e seus parentes silvestres, bem como de variedades locais. Isso ¢ possibilitado por
possuirem genoétipos coletados em diferentes épocas e regides do mundo com caracteristicas
mais diversas quando comparados a um determinado genotipo considerado padrao comercial
(Silva et al., 2001; Silva et al., 2008; Guimaraes et al., 2010).

O germoplasma ¢ a fonte de variabilidade genética disponivel para o
melhoramento de plantas. Entretanto para explorar a sua diversidade, é necessario que o
banco de germoplasma esteja caracterizado. A caracterizagdo ¢ um importante elo entre a
conservagao e a utiliza¢do de recursos genéticos de plantas em programas de melhoramento,
uma vez que o conhecimento sobre a diversidade genética existente direciona as tomadas de
decisdes do melhorista (Sharma et al., 2018).

Segundo Amabile er al. (2018) a boa caracterizagdo do banco de germoplasma
associada ao compartilhamento das informagdes sobre os genotipos conservados aumenta a
possibilidade de sua utilizagdo em programas de melhoramento, ampliando assim as chances
de os mesmos serem uteis no desenvolvimento de cultivares. Conhecendo a disponibilidade
de populagdes com alta variabilidade genética para as caracteristicas sob sele¢do, hd maior
chance de sucesso em um programa de melhoramento (Azevedo et al., 2013).

Para facilitar a caracterizacao dos recursos genéticos de L. sativa, Kiistkova et al.
(2008) elaboraram a descricao de caracteres morfologicos e bioldgicos de alface. Sdo eles:
a) descritores morfologicos: caracteristicas de plantulas, folhas jovens, folhas externas
(adultas), cabeca, haste, inflorescéncia e fruto; b) descritores bioldgicos: estagios de
desenvolvimento e resisténcia a fatores bidticos e abioticos.

Além dos descritores morfoldgicos e biologicos, os descritores citogenéticos,
quimicos, bioquimicos e moleculares contribuem para a descri¢do de caracteristicas dos
genoétipos pouco influenciadas pelo ambiente em sua expressao (Salomao, 2010; Barbieri,

2013).



3.3 FENOTIPAGEM POR IMAGEM

A fenotipagem consiste na determinagao dos valores quantitativos ou qualitativos
das caracteristicas de um genétipo (Dhondt et al., 2013). Determina também a relagdo das
caracteristicas estudadas (fenotipo) com o desempenho do gendtipo em determinado
ambiente (Dhondt ef al., 2013; Sousa et al., 2015).

As técnicas tradicionais de fenotipagem avaliam caracteristicas integrativas,
facilmente mensuraveis, como as relacionadas ao peso e ao tamanho dos 6rgaos e estruturas
vegetais com protocolo simples (Sousa, 2014; Sousa et al., 2015). Entretanto, para realizar o
procedimento em uma populacdo de plantas demandam grande volume de recursos
financeiros, mao-de-obra e sdo demoradas.

Os melhoristas tem buscado diversas e complexas caracteristicas na diversidade
genética ou inseridas biotecnologicamente nas plantas. Essas novas caracteristicas avaliadas
se correlacionam com as caracteristicas integrativas tradicionais, bem como sao
fundamentais para explicé-las (Sousa, 2014). Assim, surge a necessidade da complementacao
ou substitui¢ao dos métodos tradicionais por procedimentos mais precisos e dinamicos.

Neste contexto, a fenotipagem dos individuos em estudo se configura como um
dos principais desafios dos programas de melhoramento genético de plantas. Assim, sdo
necessarias novas técnicas de fenotipagem de plantas que tragam avangos em escala,
precisdo, reprodutibilidade e exploragdo de novas caracteristicas, em condi¢des de campo
(Duraes et al., 2004; Sousa et al., 2015, Guimaraes, 2017).

Diante das limitagcdes dos métodos tradicionais, o emprego de imagens para
fenotipagem pode trazer muitos beneficios. As técnicas para captura das imagens geralmente
sdo rapidas, ndo invasivas, precisas, de baixo custo, livres de residuos, com boa resolucdo
espacial e temporal, permitem explorar areas relativamente grandes, proporcionam grande
numero de repeticdes e seguranca ao operador (Sousa, 2014). A automacao do processo de
obtencdo das imagens, dependendo da espécie vegetal, das condi¢des de cultivo e das
varidveis, viabiliza estudos comparativos e sele¢ao fenotipica em larga-escala (Gebremedhin
et al.,2019). Por fim, a utilizagdo dessas técnicas possibilita avaliar o impacto dos diferentes
tipos de estresses sobre as plantas e parametros bioquimicos, sem a necessidade de destrui-

las (Sousa, 2014).



Segundo Sousa (2014) ha cinco tipos de sensores disponiveis para a captura de
imagens em diferentes regides do espectro eletromagnético: 1) sensores digitais para captura
de imagens RGB; 2) sensores no visivel para a captura de imagens de pigmentos; 3) sensores
no infravermelho préximo para a captura de imagens relacionadas aos indices de agua; 4)
sensores no infravermelho longo para a captura de imagens térmicas; e 5) sensores para a
captura de fluorescéncia, especialmente de clorofilas. Esses sensores permitem o estudo de
diversas caracteristicas como: analise do crescimento; determinagdo de pigmentos, como
clorofilas e carotenoides; avaliagdo do aparato fotoquimico; temperatura da copa, para
identificacdo de estresse hidrico e salino (Sousa, 2014). Apesar do potencial dessas
ferramentas para fenotipagem em larga escala, em alface ainda ndo tem sido utilizadas.

Nas técnicas tradicionais, a precisdo ¢ fortemente prejudicada, especialmente ao
operacional da coleta de dados, devido ao cansago e imprecisdo humana. Em vista disso,
procura-se realizar a elaboracdo de métodos de fenotipagem por imagem voltados a ARPs
(aeronaves remotamente pilotadas) a fim de se obter de forma automatizada os parametros

antes coletados manualmente (Moraes et al., 2018).

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em 2018 na Estacdo Experimental de Hortaligas da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo (18°42°43,19”S; 47°29'55,8”;
873 m de altitude) e faz parte do Programa de Melhoramento Genético de alface
Biofortificada e Tropicalizada da UFU.

Foram avaliadas 30 linhagens de alface tipo crespa com folhas roxas, provenientes
da hibridacao entre as cultivares Belissima versus Uberlandia 10000, rica em carotenoide
(Souza.et al., 2008) seguido de seis sucessivas autofecundagdes realizadas entre 2013 a 2017.
O método de melhoramento utilizado foi o genealdgico. Foi utilizada como testemunha a
cultivar Belissima (tipo crespa com folhas roxas) totalizando 31 tratamentos.

A semeadura foi realizada em 28 de marco de 2018. As mudas foram produzidas
em bandejas de poliestireno expandido com 200 células preenchidas com substrato comercial

a base de fibra de coco. Apds semeadura, as bandejas permaneceram em casa de vegetagao



do tipo arco, com dimensdes de 5 x 6 m e p¢ direito de 3,5 metros coberta com filme de
polietileno transparente de 150 micra, aditivado contra raios ultravioleta, e cortinas laterais
de tela branca anti-afideos. Aos 29 dias apos a semeadura as mudas foram transplantadas
para canteiros definitivos em campo que foram formados utilizando rotoencanteirador de
1,30m de largura.

Antes de implantar o experimento foram coletadas amostras de solo na
profundidade de 0 - 20 cm e analisadas no Laboratorio de Fertilidade do Solo da Universidade
Federal de Uberlandia. O resultado da anélise fisico-quimica estd descrito a seguir: textura
argilosa (> 50%); pH em CaCl, = 4.9; matéria organica = 3.9 dag kg'!; P(rem) = 79.1 mg dm"
3; K =0.29 cmol-dm™; Ca = 3.3 cmolc dm™; Mg = 1.3 cmoledm™; H + Al = 4.9 cmolcdm™;
SB = 4.90 cmolcdm™; T = 9.80 cmolcdm™; V% = 50. Os tratos culturais foram realizados
conforme preconizado para o cultivo de alface (Filgueira, 2013).

O experimento (Figura 1) foi constituido por 93 parcelas, com 16 plantas cada,
separadas em quatro fileiras por canteiro no espacamento de 0,25 m x 0,25 m, sendo avaliadas
as oito plantas centrais. Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados. A colheita foi
realizada aos 35 dias ap0s o transplantio e as plantas foram levadas para laboratorio, onde se
avaliou a massa fresca total obtida através da pesagem de todas as folhas externas. O didmetro
do caule foi avaliado com auxilio de um paquimetro. Foi determinado o numero de folhas
comerciais a partir da contagem de folhas superiores a 5 cm de comprimento. O didmetro da
planta foi avaliado e expresso em centimetros. A temperatura foliar foi obtida a partir do
posicionamento de um termometro infravermelho (modelo 4000.4GL, Everest Interscience,
Tucson, AZ, USA) sendo amostrada as folhas superiores procurando-se apontar o sensor na
posicao central da superficie foliar. O indice SPAD/carotenoide (Cassetari et al., 2015) foi
obtido pelo valor médio apds coletar os dados das quatro plantas centrais de cada parcela.
Foi utilizado o equipamento clorofilometro modelo Minolta SPAD-502 CFL1030. Também
foi realizada a contagem dos dias para pendoamento apds semeadura (DPS).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F (p < 0,05). As
médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0,05). Em seguida, foram realizadas

analises multivariadas de dissimilaridade genética entre os gendtipos pela distancia

generalizada de Mahalanobis (Dizir). A divergéncia genética foi representada por
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dendrograma obtido pelo método hierarquico Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages (UPGMA) e pelo método de otimizacdo Tocher. A validagdo do
agrupamento pelo método UPGMA foi determinada pelo coeficiente de correlagao
cofenético (CCC) calculado pelo teste de Mantel (1967). A contribuicdo relativa dos
caracteres quantitativos foi calculada segundo critério de Singh (1981). Todos os dados
obtidos foram analisados utilizando-se o software Genes v. 2015.5.0 (Cruz, 2013).

Além de realizar a metodologia convencional proposta por Cassetari et al. (2015)
a partir do indice SPAD/carotenoide, foi realizado a fenotipagem por imagem dos mesmos
gendtipos com a utilizacdo de imagens aéreas coletadas por uma Aeronave Remotamente
Pilotada (ARP), modelo Phantom 4 Advanced, com uma camara de 20 megapixels. Os
parametros utilizados no voo foram: altura de 20 metros, sobreposi¢do longitudinal de 80%
e sobreposicdo lateral de 75%. O voo foi realizado de modo automatico com o software
proprietario DroneDeploy. Com as imagens obtidas foi gerada uma ortoimagem com GSD
(Ground Sample Distance) de 1 cm, com o programa Pix4d. O histograma no canal verde de
cada imagem correspondente a uma linhagem foi computado e para isso, foram selecionadas
manualmente na ortoimagem. Foi realizada a correlagdo de Pearson entre o
SPAD/carotenoide versus intensidade média do nivel do canal G com o software SIGMA

PLOT, com 5% de significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO AGRONOMICA DO GERMOPLASMA

No periodo em que se desenvolveu o experimento, setembro a novembro as
temperaturas maximas variaram de 19.5 a 36.5°C, com média maxima de 30°C, e as minimas
variaram de 11.8 a 22.7°C, com média minima de 17.6°C, conforme dados obtidos pelo
SISMET, 2018. Essas temperaturas foram desfavoraveis ao cultivo da alface, pois a variacao

Otima para a cultura € de 4 a 27°C (Santos ef al., 2009).
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Houve diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05) entre as linhagens para
todas as variaveis respostas avaliadas, exceto para didmetro de caule e temperatura foliar

(Tabela 1).

Tabela 1. Médias referentes a massa fresca (MF), diametro de caule (DC), numero de folhas
(NF), diametro de planta (DP), temperatura foliar (TF), dias para pendoamento apds
semeadura (DPS) e indice SPAD/carotenoide (SPAD), em linhagens de alface do tipo crespa

roxa.
Linhagens MF (g) Zgl) NF ]()cfn) 2;1(33) ](?fi)ass) SPAD (So/lz)l
UFU-199#2#2#1 88,58 b 1,7a 16,7 a 233a 250a 81,0c 389b 121,0
UFU-T#2#1#1 38,33 ¢ 1,5a 1590 20,8a 242a 933D 292e 659
UFU-117#1#3#1 44,42e¢ 1,3a 17,8 a 21,5a 245a 84,0c 23,5f 335
UFU-86#1#2#1 56,25d 1,7a 14,8b 232a 23,1a 853c¢ 244f 38,6
UFU-75#1#1#1 63,67 c I,Lla 17,7 a 23,1a 246a 84,0c 347¢c 97,2
UFU-199#6#1#1 120,33 a 19a 18,1 a 272a 243a 833c¢c 38,5b  118,8

UFU-206#3#2#1 100,75 b 1,6a 12,0b 180b 244a 770c¢c 29,6e 682
UFU-199#2#3#1 116,75 a 20a 14,8b 21,3a 23,6a 833c 283e 60,8

UFU-189#2#3#1 30,25 f 14a 16,1b 20,6a 25,1a 83,7c 28,1e 59,7
UFU-184#2#5#1 4283 e 1,7a 199a 21,0a 244a 98,)7b 37,7b  114,2
UFU-184#2#1#1 116,67 a 1,7a 199a 25,6a 24,0a 83,0c 27,0e 534
UFU-107#1#2#1 49,58 d 1,6a 17,8 a 193b 250a 87,0¢ 33,6¢c 90,9
UFU-86#2#1#1 40,83 ¢ 1,8a 15,5b 204a 245a 90,7c 304d 72,7
UFU-75#3#2#1 31,33 f 1,2a 10,8 b 185b 25,1a 823¢ 31,4d 784
UFU-184#2#3#1 55,58 d 19a 20,5a 26,0a 24,6a 92,7b 32,1d 824
UFU-199#6#2#1 66,00 ¢ 1,8a 152b 222a 239a 86,0c 419a 138,1
UFU-T#1#1#1 44,08 e 1,8a 20,1a 223a 23,7a 100,3a 31,6d 79,5
UFU-75#2#2#1 70,58 ¢ I,5a 13,3b 21,2a  239a 857c 42,7a 142,6
UFU-75#3#1#1 63,00 ¢ 1,7a 12,4b 21,3a 23,5a 80,7c¢ 31,4d 784
UFU-190#1#2#1 27,67 f 1,3a 14,3b 153b 249a 1053a 26,6e 51,1
UFU-75#1#3#1 117,58 1,7a 226a 245a 233a 96,7b 343c 949

UFU-189#2#2#1  38,25e 1,2a 13,1b 150b 25,1a 88,0c 292e 659
UFU-189#2#1#1 41,08 ¢ 1,6 a 17,7a 21,0a 26,0a 91,7b 346c¢c 96,6
UFU-199#2#1#1 89,08 b I,la 153b 219a 24,1a 81,0c 429a 1438
UFU-199#5#1#1  52,42d 23a 18,7 a 18,7b 24,5a 108,0a 37.9b 1153
UFU-206#1#6#1 49,08 d 19a 15,8b 224a 247a 89,0c 289e 64,2
UFU-206#1#3#1  53,50d I,1a 14,5b 193b 26,1a 81,0c 414a 1352
UFU-117#1#1#1 24,67 f 1,3a 12,2b 16,0b 252a 853c¢ 186g 5,7
UFU-184#2#1 69,75 ¢ 1,9a 19,8 a 246a 23,7a 943b 355¢  101,7
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UFU-199#1#1#1 7492 ¢ 1,2a 15,1b 244a 239a 86,7c 44,7a 154,0
cv. Belissima 23,25 f 13a 83b 109b 24,1a 86,7¢ 17,6 g 0,0
Média geral 61,33 1,6 16,0 21,0 24,4 88,2 32,5

CV(%) 14,42 40,29 16,78 17,13 6,37 4,87 5,58

Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 0,05 de
significancia.! (SR) Superioridade relativa das linhagens em relagdo a testemunha cv. Belissima
quanto a variavel indice SPAD/carotenoide.

Fonte: Maciel et al., 2019.

Em relagdo a massa fresca (MF), as linhagens UFU-199#6#1#1, UFU-75#1#3#1,
UFU-199#2#3#1 e UFU-184#2#1#1 se destacaram diferenciando significativamente das
demais linhagens, inclusive da testemunha comercial cv. Belissima (Tabela 1). Os resultados
das linhagens que se destacaram na presente pesquisa foram superiores aos encontrados por
Blat et al. (2011) em relagdo a massa fresca de cultivares roxa (Pira Roxa e Belissima) e
similares a diversas pesquisas ja realizadas (Diamante et al., 2013; Suinaga et al., 2013;
Aquino et al., 2014; Ziech et al., 2014; Brzezinski et al., 2017), indicativo que as linhagens
do tipo crespa roxa apresentam padrao comercial.

As linhagens UFU-199#2#2#1, UFU-117#1#3#1, UFU-75#1#1#1, UFU-
199#6#1#1, UFU-184#2#5#1, UFU-184#2#1#1, UFU-107#1#2#1, UFU-184#2#3#1, UFU-
TH1#1#1, UFU-75#1#3#1, UFU-189#2#1#1, UFU-199#5#1#1 e UFU-184#2#1 se
destacaram quanto ao nimero de folhas se diferenciando significativamente da testemunha
comercial cv. Belissima (Scott-knott, p < 0,05) (Tabela 1). Valores similares para nimero de
folhas foi encontrado por diversos autores (Santos et al., 2009; Diamante et al., 2013; Blat et
al.,2011; Aquino et al., 2014).

Até o momento, hd poucas pesquisas sobre o desempenho agronomico de
cultivares de alface roxa. No entanto, pode-se observar que, em geral, que os indicadores
agronomicos das cultivares de alface verde superam os das cultivares roxas (Blat et al., 2011).
Todas as linhagens no presente estudo e especialmente o UFU-199#6#1#1 produziram
didmetros de plantas significativamente maiores do que a cv. Belissima (5% de
probabilidade) (Tabela 1). No entanto, esses didmetros de plantas foram menores que os
encontrados em outros estudos para cultivares de folhas verdes (Silva et al., 2000; Diamante
et al.,2013; Santi et al., 2013). Esse desempenho inferior pode ser explicado pelo fato de as

cultivares de folhas verdes terem desempenho agrondmico superior (Becker et al. 2015).
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Alguns relatos mostram que a coloragdo roxa estd associada a niveis mais altos de
antocianina, que conferem menor taxa fotossintética, resultando em plantas menores (Sala e
Costa, 2016; Zhang et al. 2016).

As linhagens UFU-7#1#1#1, UFU-190#1#2#1 e UFU-199#5#1#1 apresentaram
maior tolerancia ao pendoamento precoce e superiores a cultivar comercial Belissima (13,6;
18,6 e 21,3 dias, respectivamente) (Tabela 1). Temperaturas superiores as ideais para o
cultivo de alface podem proporcionar pendoamento precoce que seria o alongamento do
caule e producao de latex deixando as folhas amargas, rigidas e antecipa o ciclo reprodutivo
(Luz et al., 2009; Aquino et al., 2014), resultando em redugdo de qualidade do produto e
prejuizos financeiros.

UFU-199#6#2#1, UFU-75#2#2#1, UFU-199#2#1#1, UFU-206#1#3#1 ¢ UFU-
199#1#1#1  apresentaram maior indice SPAD/carotenoide (138,1%, 142,6%,
143,8%,135,2% e 154,0%, respectivamente), do que a cultivar comercial Belissima (Tabela
1). Diversos estudos mostram a eficiéncia do indice SPAD como alternativa, medida
instantanea dos niveis de clorofila nas folhas das plantas (Klooster ef al., 2012). O teor de
clorofila ¢ altamente correlacionado com a concentracao de carotenoides em alface (Cassetari
et al., 2015) e, portanto, o SPAD pode ser usado para avaliar indiretamente o teor de
carotenoides nessa espécie (Cassetari ef al., 2015). Mesmo com a rapidez para medi¢do em
uma planta, o tempo necessario para medir um experimento com muitas plantas ainda ¢
longo, o que dificulta as avaliagdes e aumenta os custos da pesquisa.

A medi¢do do teor de carotenoides pelo SPAD durou cerca de 32 horas. J4 a
duragdo do voo, o processamento € a medi¢ao da imagem foram cinco horas. Esse tempo foi
seis vezes menor quando comparado a técnica do SPAD. Além disso, a medi¢do usando
SPAD/carotenoide foi realizada em quatro plantas, enquanto a ARP possibilitou quantificar
o teor de carotenoides nas dezesseis plantas da parcela experimental, sendo, portanto, quatro
vezes mais eficiente. O valor da determina¢do dos niveis de carotenoides usando uma
metodologia tradicional € de $ 1000 por amostra (Kimura e Rodriguez-Amaya, 2002).

Diante do alto custo por amostra e da busca por maior agilidade, Cassetari et al.
2015 observaram alta correlagdo entre a quantidade de carotenoides e o indice SPAD. No

entanto, este método ¢ demorado e dispendioso devido a demanda de mao-de-obra necessaria
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para sua execuc¢do. Além disso, a irradiacdo solar influencia o resultado do indice SPAD
(Hoel e Solhaug, 1998). Dessa forma, o intervalo entre a primeira avaliagdo e a ultima pode
interferir no resultado final do indice SPAD.

Neste contexto, a fenotipagem por imagem pode ser uma excelente alternativa
para determinar a quantidade de carotenoides, visando obter resultados de forma rapida e
com custo extremamente baixo. A imagem aérea permite fotografar a parcela por inteira, e
as informacodes de todas as plantas foram coletadas juntas. Entre outras aplica¢des, a ARP
pode ser usado para determinar a densidade de plantio (Gnidinger e Schmidhalter, 2017) e
obter informagdes sobre o desenvolvimento da area foliar ao longo do tempo, possibilitando
conhecer o uso da d4gua e o comportamento da cultura sob déficit hidrico durante seus estagios

fenoldgicos (Potgieter ef al., 2017).

5.2 CONFIRMACAO DA DIVERSIDADE GENETICA DENTRO DO BANCO
DE GERMOPLASMA

Além de comparar o desempenho agronémico (Tabela 1), os gendtipos também
foram separados em grupos distintos, utilizando medidas de dissimilaridade, o que pode ser
util para melhoristas de alface (Araujo et al., 2016). As medidas de dissimilaridade genética
(baseadas na distancia generalizada de Mahalanobis, Dii?) entre os 31 tratamentos variaram
de 1,2 (UFU-75#3#2#1) a564.4 (UFU-199#1#1#1), indicando forte diversidade genética.

Os grupos formados no dendrograma UPGMA (Figura 1) apresentaram
coeficiente de correlagdo cofenética de 0,89 (teste t, p <0,01). Assim, o dendrograma refletiu
satisfatoriamente os dados da matriz e os agrupamentos subsequentes. Os grupos foram
separados usando uma linha de corte de 20% que foi estabelecida em pontos de mudanga
abrupta nos ramos do dendrograma (Cruz et al., 2012). O grupo I foi composto por 4
linhagens, grupo II - 8 linhagens, grupo I1I - 8 linhagens, grupo IV - 1 linhagem, grupo V - 1
linhagem, grupo VI - 7 linhagens e grupo VII pela cultivar comercial Belissima e 1 linhagem.
Assim, o germoplasma avaliado no presente estudo apresenta diversidade genética e difere

significativamente da cultivar comercial Belissima (Figura 1).
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Antes de determinar a eficacia da fenotipagem da imagem, primeiro ¢ necessario
confirmar a variabilidade genética dentro do germoplasma. Assim, uma segunda metodologia
foi utilizada para garantir a existéncia de variabilidade genética entre as 31 linhaens de alface
(Figura 2). O método de otimizacdo Torcher Grafico pode ser usado para mostrar minusculas
dissimilaridades genéticas entre duas linhagens. Valores proximos a zero indicam maior
similaridade (amarelo) enquanto valores proximos a 1 indicam maior dissimilaridade
genética (preto). Os resultados da Figura 2 mostram que ha uma variabilidade genética
substancial entre as linhagens, o que significa que a fenotipagem da imagem pode ser usada

com maior seguranga.
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Figura 1 Dendrograma de divergéncia genética entre 30 linhagens de alface e um controle comercial (cv. Belissima) - obtido pelo

método da ligagdo média entre grupos nao ponderado (UPGMA) e medidas de dissimilaridade.
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Figura 2 Agrupamento por otimizagao de Tocher Grafico, baseado em sete caracteristicas agronomicas de 31 linhagens de alface

roxa.
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O indice SPAD/carotenoide (Cassetari et al. 2015) contribuiu mais do que
qualquer outra variavel para a divergéncia entre os gendtipos (60,31% da variabilidade

total) (Tabela 2).

Tabela 2. Contribuigdo relativa de sete caracteres agronomicos na divergéncia genética de
31 linhagens de alface de coloragdo roxa, segundo critério de Singh (1981).

Caracteristicas’ S, S.j (%)
MF 243.55 1.07
DC 352.71 1.55
NF 2644.53 11.64
DP 1978.69 8.71
TF 208.81 0.92
SPAD/carotenoide 13697.70 60.31
DPS 3585.96 15.79

'MF: massa fresca (g); DC: didmetro do caule (cm); NF: nimero de folhas; DP: diametro de planta (cm); TF:
temperatura foliar (°C); SPAD: indice SPAD/carotenoide; DPS: pendoamento ap6s semeadura (dias).
Fonte: Maciel et al., 2019.

5.3 VALIDACAO DA FENOTIPAGEM POR IMAGENS PARA A
IDENTIFICACAO DA DIVERSIDADE GENETICA USANDO INDICE
SPAD/CAROTENOIDE

Para validar a aplicabilidade da fenotipagem por imagem, primeiro foi necessario
mostrar a existéncia da variabilidade genética entre os gen6tipos de alface. A Tabela 1 mostra
a variabilidade entre as caracteristicas. O indice SPAD/carotenoide ¢ especialmente notavel,
variando de um minimo de 17,6 para cv. Belissima a um méaximo de 44,7 por UFU-
199#1#1#1. A variabilidade genética dentro do banco de germoplasma ¢ confirmada pelo
dendrograma UPGMA (Figura 1) e pelo método de otimizagao de Tocher Grafico (Figura 2).
Estes foram usados para determinar qual variavel resposta mais contribuiu para a diversidade
genética entre as linhagens de alface. O indice SPAD/carotenoide (Tabela 2) foi a varavel
que mais contribuiu e, portanto, foi correlacionada com a intensidade média do canal verde
(G). Assim, foi realizado um modelo de regressao linear entre os valores médios do canal
verde (G) e o indice SPAD/carotenoide. A Figura 3 mostra uma ortoimagem e identifica os

varios tratamentos.



19

Figura 3 Ortoimagem aérea do experimento.
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1: UFU-199#2#2#1; 2: UFU-T#2#1#1; 3: UFU-117#1#3#1; 4. UFU-86#1#2#1; 5. UFU-75#1#1#1; 6: UFU-
199#6#1#1; 7. UFU-206#3#2#1; 8: UFU-199#2#3#1; 9: UFU-189#2#3#1; 10: UFU-184#2#5#1; 11: UFU-
184#2#1#1; 12: UFU-107#1#2#1; 13: UFU-86#2#1#1; 14: UFU-75#3#2#1; 15: UFU-184#2#3#1; 16: UFU-
199#6#2#1; 17: UFU-T#1#1#1; 18: UFU-T5#2#2#1; 19: UFU-75#3#1#1; 20: UFU-190#1#2#1; 21: UFU-
T5#1#3#1; 22: UFU-189#2#2#1; 23: UFU-189#2#1#1; 24: UFU-199#2#1#1; 25: UFU-199#5#1#1; 26: UFU-
206#1#61#1; 27: UFU-206#1#3#1; 28: UFU-117#1#14#1; 29: UFU-184#2#1; 30: UFU-199#1#1#1; 31: Belissima.
Fonte: Maciel et al., 2019.

A seguinte equagao de regressao linear G =-51,88 x SPAD + 251,829 foi ajustada
a variavel resposta média do canal verde (G) (r = -0,8732, coeficiente de determinagdo =
76,25%). O modelo mostra que, & medida que o indice SPAD/carotenoide aumenta, a
resposta espectral no canal verde diminui (Figura 4).

Para a linhagem UFU-199#1#1#1 o indice SPAD/carotenoide foi de 44,7 ¢ a

intensidade média da resposta espectral no canal G foi de 47,1. As mesmas variaveis para cv.
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Belissima foram 17,6 e 198,2, respectivamente. Isso mostra que quanto maior o indice

SPAD/carotenoide na planta, menor a resposta no canal verde (Figura 4).

Figura 4 Histograma do indice SPAD/carotenoide para a linhagem UFU-199#1#1#1, rica
em carotenoides (figura a esquerda). Histograma do indice SPAD/carotenoide para a cv.
Belissima, com niveis mais baixos de carotenoides (figura a direita).

0 VERDE 255 0 VERDE 255
50 NIVEIS DE CAROTENOIDES 0 50 NIVEIS DE CAROTENOIDES 0

Fonte: Maciel et al., 2019.

Foi gerado um mapa de calor para interpretar visualmente as intensidades de
correlagdo (Figura 5). As cores quentes (vermelhas) no mapa de calor estao associadas a altos
valores de indice SPAD/carotenoides, enquanto as cores frias (azuis) estdo associadas a

valores baixos para a mesma variavel.
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Figura 5 Mapa de calor com valores de indice SPAD/carotenoide interpolados para cada

linhagem/cultivar de alface.
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UFU-199#6#1#1; 7: UFU-206#3#2#1; 8: UFU-199#2#3#1; 9: UFU-189#2#3#1; 10: UFU-184#2#5#1,
11: UFU-184#2#1#1; 12: UFU-107#1#2#1; 13: UFU-86#2#1#1; 14: UFU-75#3#2#1; 15: UFU-
184#2#3#1; 16: UFU-199#6#2#1; 17: UFU-7#1#1#1; 18: UFU-75#2#2#1; 19: UFU-75#3#1#1; 20:
UFU-190#1#2#1; 21: UFU-75#1#3#1; 22: UFU-189#2#2#1; 23: UFU-189#2#1#1; 24: UFU-
199#2#1#1; 25: UFU-199#5#1#1; 26: UFU-206#1#6#1; 27: UFU-206#1#3#1; 28: UFU-117#1#1#1;
29: UFU-184#2#1; 30: UFU-199#1#1#1; 31: Belissima.

Fonte: Maciel et al., 2019.

As geotecnologias sdo cada vez mais utilizadas em varios estudos sobre vegetais
(Johann et al., 2012; Risso et al., 2012; Santi et al., 2012; Victoria et al., 2012; Vicente et
al., 2012; Picoli et al., 2013; Zaman-Allah et al., 2015; Vergara-Diaz et al., 2016), com
excecao da alface. Os resultados mostram que a fenotipagem de alto desempenho por imagem

¢ um método eficiente para selecionar genotipos de alface com base nos niveis de
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carotenoides/SPAD e pode ser uma alternativa util para programas de melhoramento ou

esfor¢os publicos para monitorar os niveis de biofortificacdo em culturas usando ARPs.

6 CONCLUSOES

O banco de germoplasma analisado possui consideravel variabilidade genética.
A fenotipagem por imagem de alto desempenho foi correlacionada com a

metodologia tradicional de determinagdo do teor de SPAD/carotenoide.
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